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RESUMO

A Melissa officinalis, popularmente conhecida como erva-cidreira, tem sido usada
predominantemente em desordens relacionadas ao cérebro. Esta bem
documentado que os diferentes componentes dessa erva podem interferir no
humor e na cogni¢cdo de humanos e animais experimentais. Considerando esses
aspectos, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos comportamentais e
cognitivos do extrato de Melissa officinalis em dois modelos experimentais com
possibilidade de traumas neuroldgicos: sepse experimental e administracao de
metilmercdrio (MeHg). Para tal, foram usados ratos machos Wistar (n= 150),
conforme as recomendacoes do Comité de Etica no Uso Animal (CEUA). Para a
inducdo de sepse, os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina
(80mg/kg) e xilazina (10mg/kg), seguida das cirurgias e exposi¢cao do ceco, com
ou sem perfuracdo para o extravasamento das fezes. Ao final dos procedimentos
cirurgicos, todos os animais receberam ceftriaxona (30 mg/kg) e clindamicina (25
mg/kg). No segundo modelo experimental, os animais foram administrados com
salina ou MeHg (100 mg/kg). O extrato de M. officinalis (100 mg/kg) foi
administrado por via oral, durante uma semana apés os procedimentos
mencionados, quando o0s animais foram avaliados nos seguintes testes
experimentais: campo aberto (locomocado), Labirinto em cruz elevado (LCE,
ansiedade), nado forcado (depressdao) e esquiva inibitéria (memoria).
Considerando os resultados com sepse, observou-se que 0s animais que
sobreviveram a perfuracao cecal apresentaram uma reducdo no percentual de
entradas nos bracos abertos do LCE, enquanto aqueles administrados com MeHg
reduziram o percentual de tempo nos bragcos abertos do LCE. Ambos
procedimentos, ndo alteraram as locomoc¢des dos animais no teste do campo
aberto e na frequéncia nos bracos fechados do LCE. Além disso, esses mesmos
animais apresentaram um aumento no tempo de imobilidade no teste do nado
forcado, enquanto que no teste de esquiva inibitoria eles reduziram o tempo de
permanéncia na plataforma do equipamento. O extrato de M. officinalis interferiu,
de forma positiva, no bloqueio dessas respostas, aumentando os parametros das
entradas e/ou tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos do LCE e
reduzindo o tempo de imobilidade no nado forcado. No teste da esquiva inibitéria,
os melhores resultados com M. officinalis foram observados com o grupo de
animais que sobreviveram a sepse, visto que o extrato melhorou a memoria de
curta e longa duracado dos referidos animais. Nos ratos que foram expostos ao
MeHg somente a memdéria de longa duracdo melhorou com a administragédo do
extrato. Considerando esses resultados conclui-se que a M. officinalis parece ter
propriedades ansioliticas, antidepressivas e mneménicas relacionadas a possiveis
traumas neurolégicos decorrentes de processos infecciosos e também devido a
exposicao de contaminante ambiental.

Palavras-chave: Comportamento, Memoria, Melissa officinalis, Metilmercurio,
Sepse



ABSTRACT

Melissa officinalis, commonly known as lemon balm has been used predominantly
in the brain related disorders. It is well documented that different components of
this herb may interfere with mood and cognition in humans and experimental
animals. Considering these aspects, the aim of this study was to analyze the
behavioral and cognitive effects of this ethanolic extract of M. officinalis in two
experimental models with possibility of neurological trauma: experimental sepsis
and administration of methylmercury (MeHg). For this purpose, male Wistar rats
(n= 150) were used, as recommended by the Ethics Committee on Animal Use. To
induce experimental sepsis, the animals were anesthetized with a mixture of
ketamine (80mg/kg) and xylazine (10mg/kg), followed by surgery and exposure of
the cecum, with or without perforation area for overflow of feces. At the end of the
surgery, all animals received ceftriaxone (30 mg/kg) and clindamycin (25 mg/kg).
In second experimental model, the animals were administered with saline or MeHg
(100 mg/kg). M. officinalis ethanolic extract (100 mg/kg) was administered by oral
route for one week after those mentioned procedures, when the animals were
evaluated in the following experimental tests: open field (locomotion), elevated
plus maze — EPM (anxiety), forced swimming (depression) or inhibitory avoidance
(memory) tests. Considering the results with sepsis, we observed that sepsis
survivor animals showed a decrease in the percentage of open arms entries of the
EPM, while those administered with MeHg showed decrease in the percentage of
open arms time of the EPM. Both procedures did not change the locomotion of the
animals in the open field test and frequency in the enclosed arms of the EPM.
Furthermore, the same animals belonging to these two experimental protocols
also showed an increase in immobility time in the forced swimming test, whereas
in the inhibitory avoidance test they reduced the latency in the platform of the
equipment. M. officinalis interfered positively in blocking almost all these
responses, increasing the parameters of entries and/or time spent in the open
arms of the EPM and reduced the immobility time in the forced swimming. At the
inhibitory avoidance test, the best result with M. officinalis was observed in sepsis
procedures, since the extract improved short- and long-term memories of those
animals. In rats that were exposed to MeHg only long-term memory was improved
with the extract administration. Considering these results it is concluded that M.
officinalis appears to have anxiolytic, antidepressant and mnemonic properties
related to possible neurological traumas resulting from infectious processes and
also due to exposure to environmental contaminants.

Keywords: Behavior, Memory, Melissa officinalis, Methylmercury, Sepsis
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As plantas medicinais tém desempenhado um papel importante no
tratamento de muitas doengas, favorecendo principalmente a populacdo de baixa
renda que, com frequéncia, busca na medicina natural a solucdo de seus
problemas de saude (ALNAMER et al., 2012; CHOI et al.,, 2013). Nas ultimas
décadas, as publicacdes voltadas para as propriedades terapéuticas de muitas
espécies de plantas advindas da natureza aumentaram consideravelmente. Dessa
forma, foi aumentando o interesse dos pesquisadores na busca de novos
principios biolégicos capazes de interferir na demanda diversificada de doencas

gue acometem a saude publica mundial.

Dentre algumas das alternativas consideradas pela populacédo, a Ginkgo
biloba tem se mostrado efetiva em triagens clinicas para o tratamento da Doenca
de Alzheimer e deméncias vasculares (GERTZ e KIEFER, 2004). A galantamina,
um alcal6ide obtido de bulbos e flores da Galantus woronowii (Amaryllidaceae),
também € um composto muito utilizado contra os sintomas da Doenga de
Alzheimer (HEINRICH e TEOH, 2004). A atropina, a pilocarpina, os glicosideos
cardiacos, 0 curare e a reserpina recebem destaque por sua aplicabilidade
medicinal ou por ter contribuido para a formulacao de novos farmacos (ADAMS et
al., 2007). A valeriana, passiflora e melissa foram desenvolvidos comercialmente

por suas eficacias e reduzidos efeitos adversos (BOURIN et al., 1997).

Desses fitoterapicos, chama-se atencao a aplicabilidade terapéutica da
Melissa officinalis L. (M. officinalis) é preparada a base de plantas nativas da
regido do Mediterraneo Oriental e Asia Ocidental, muito comum também no Brasil.
Ela tem sido tradicionalmente usada como tdnica, antiespasmadica, carminativa,
diurética, sedativa/hipnoética, para melhorar o humor, a meméria e alivio da dor de
cabeca (KENNEDY et al., 2002, 2004, 2006; VANE e BOTTING., 1995). Dentre as
propriedades terapéuticas mais reladas na literatura cientifica, os efeitos
produzidos no Sistema Nervoso Central (SNC) merecem destaques, isto porque
ela pode reduzir os niveis elevados de estresse, ansiedade, tensédo e insénia em
humanos (CASES et al.,, 2011; KENNEDY et al., 2004; 2006) e animais
experimentais (TAIWO et al., 2012).

A saude mental vem sendo pauta de muitas discussées no cenario
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cientifico, isto porque as doencas oriundas do SNC podem resultar em
significantes mudancas comportamentais e emocionais, como a depressao,
impulsividade, ansiedade, agressividade e desordens decorrentes de estresse
pos-traumatico (STARKSTEIN e PAHISSA, 2014). As causas geradoras dessa
interferéncia central, entretanto, podem ser muito diversificadas, chamando a
atencdo para aquelas decorrentes de processos inflamatérios e/ou infecciosos
(LEITE et al.,, 2013), e as que sao provenientes de contaminacdo ambiental
(LUCENA et al., 2010, 2013; MAIA et al., 2010).

Considerando a susceptibilidade do SNC a muitos fatores, ndo surpreende
qgue respostas inflamatérias como as decorrentes da sepse, por exemplo, afetem
as funcdes cerebrais, principalmente por conta de um quadro de encefalopatia
séptica (NAMAS et al., 2012). Esta infeccdo continua sendo um desafio para a
saude publica mundial, mesmo apdés anos de estudos e progressos na
compreensao da doenca (DELLINGER et al.,, 2013; SILVA et al, 2004). A
incidéncia de sepse tem aumentado ao longo dos anos, e as taxas de mortalidade
permanecem altas, que varia entre paises e continentes (DELLINGER et al.,
2013; TELES et al., 2008).

A encefalopatia pode ser explicada como um rompimento das funcdes
normais do SNC pelas mudancas no metabolismo, alteragdes na sinalizacao
celular decorrentes de mediadores inflamatérios, que refletem no funcionamento
regular do cérebro e do organismo como um todo (GARDNER et al., 2014). Como
consequéncia, pode desencadear anormalidades motoras, depressao, ansiedade
traumatica e prejuizos de meméria (MCKEE et al., 2009; OMALU et al., 2005;
STERN et al., 2011). Relatos cientificos mostram que essa condi¢ao clinica pode
também ser afetada por compostos quimicos como, por exemplo, o mercurio e
suas formas quimicas (BENSEFA-COLAS et al., 2011)

O metilmercario (MeHg) é um dos contaminantes ambientais mais
conhecidos por seus efeitos téxicos em seres humanos e animais experimentais
(CARVALHO et al., 2011; CLARKSON e MAGOS., 2003). Ele é, em grande parte,
derivado do mercurio inorganico metilado transformado, principalmente, por

microorganismos aquaticos, com subsequente acumulagdo na cadeia alimentar
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aquatica sendo, posteriormente, sendo consumido por humanos (DOREA, 2008).
Além disso, provoca danos agudos e crénicos em multiplos o6rgéaos,
principalmente quando as exposigbes ocorrem durante o periodo de
desenvolvimento neural (CARVALHO et al., 2011; DALLA CORTE et al., 2013;
GRANDJEAN e HERZ., 2011).

Muitos estudos tém avaliado os aspectos aqui abordados em varios
modelos experimentais, com o0 objetivo de melhor caracterizar os aspectos
patologicos frente aos processos inflamatérios/ infecciosos e de neurotoxicidade
(LEITE et al., 2013; LUCENA et al., 2010, 2013; MAIA et al., 2009, 2010). Os
modelos experimentais in vivo e in vitro certamente faciltam um melhor
entendimento de muitas lacunas que ainda se fazem presentes no conhecimento
cientifico. Os métodos in vitro sao Uteis para a investigacao preliminar do possivel
potencial de um produto, principalmente porque se eles produzirem resultados
positivos, novas investigacdes normalmente sdo necessarias para fornecer dados
com relevancia clinica que poderdo ser complementados por ensaios in vivo
(HEINRICH et al., 2008).

Tendo com base esta premissa, e considerando que para as pesquisas
envolvendo produtos naturais os estudos in vivo s&o essenciais para uma melhor
consolidacdo dos dados obtidos do seu uso popular, coube aqui nosso interesse
nas investigacdes das alteragdes comportamentais e cognitivas decorrentes de
provaveis alteracbes neuroldgicas geradas pelos processos infecciosos e de
contaminantes ambientais como, por exemplo, a exposi¢cdo ao MeHg em animais

experimentais tratados com o extrato de M. officinalis.
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1.1 Potencial terapéutico dos produtos naturais

A Amazbnia e o Cerrado brasileiro dispdem de uma riqueza exuberante de
espécies com potenciais terapéuticos, fazendo com que o Brasil seja um dos
paises mais ricos do mundo no fornecimento de matéria-prima que poderiam ser
amplamente exploradas pelas industrias farmacéuticas (FONTES JR et al., 2009).
Dados estatisticos sobre a taxa de consumo de produtos naturais para as
doencgas provenientes de diferentes causas sao praticamente nulos em nosso
pais. No entanto, nos Estados Unidos da América (EUA) ha registro de que cerca
de 20% de sua populacdo usam esses produtos, ainda que nao tenha qualquer
evidéncia cientifica boa de sua efetividade, com seis de seus dez produtos mais
populares sendo consumidos com a crenga de que eles podem beneficiar muitos
males, principalmente aos relacionados com as fungdes do cérebro (BENT, 2008)

Embora em um arsenal farmacoterapéutico contemporaneo estejam
incluidas varias alternativas sintéticas formuladas para modificar os danos
fisiolégicos e fungbes cerebrais, a medicina natural nunca deixou de ser
desconsiderada no contexto da saude da populacdo mundial. Ha cerca de 7 anos,
aproximadamente metade das drogas licenciadas registradas mundialmente eram
provenientes de produtos naturais ou de seus derivados sintéticos. Entretanto,
somente trés de um total de 84 psicotropicos registrados nesse periodo ficaram
nesta classe (KENNEDY e WIGHTMAN, 2011; NEWMAN e CRAGG, 2007)

A M. Officinalis (Fig. 1), conhecida como “erva cidreira” devido ao seu
aroma de limao, pertence a familia Labiateae, e tem seu arsenal terapéutico
atribuido a muitos componentes quimicos ativos. De suas folhas € possivel extrair
taninos, flavonoides e 6leos essenciais, que sdo 0s principais responsaveis por
varias de suas propriedades terapéuticas. Trabalho recente mostrou que o acido
rosmarinico é um dos principais compoenentes implicados com suas respostas
farmacolégicas (DORING et al., 2014). Normalmente ela é comercializada na
forma de cha (BOUNIHI et al., 2013; DORING et al., 2014).

Esta espécie também chama atencao pelas suas propriedades analgésicas
antibacterianas, antivirais e antifugicas (MIMICA-DUKIC et al., 2004; SUMALAN et
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al., 2013). Recentemente, esse fitoterapico mostrou ser eficaz como neuroprotetor
apos a hipobxia-isquémica cerebral (BAYAT et al., 2012) e com propriedade
antioxidante ap6s a inducado de estresse oxidativo induzido pelo manganés
(MARTINS et al., 2012).

Figura 1. Melissa officinalis de suas formas de apresentacgdo: Folhas da planta e forma como é consumida
(Fontes:Doring et al., 2014 e www.patriciadavidson.com.br)

Os mecanismos de acao responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas
apresentadas por esse fitoterapico ainda nao estdo totalmente esclarecidos. No
entanto, tem crescido o interesse de pesquisadores na investigagéo de seus alvos
de acdo. Perry et al. (1996) e Wake et al. (2000), observaram que o sistema
colinérgico, por meio dos seus receptores nicotinicos e muscarinicos, poderia ser
um dos principais responsaveis por suas acdes farmacoldgicas, isto porque
diversos componentes da folha desse espécie de planta apresentaram ligacdes
nos dois subtipos de receptores, sendo que a propor¢do maior foi nos nicotinicos.

A M. officinalis , pode ser apresentada como uma dessas riquezas usadas
para o tratamento das desordens do SNC e, ainda, constituir um grande
investimento para a medicina moderna no que concerne as consequéncias
comportamentais e cognitivas de provaveis déficits neuroldgicos decorrentes de
processos inflamatérios/infecciosos e/ou provenientes de danos causados por

contaminantes ambientais.
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1.2 Sepse: aspectos gerais

A sepse é uma resposta imune frente a uma agressao por microorganismos
decorrente de uma infeccdo levando a um quadro conhecido como Sindrome da
Resposta Inflamatéria Sistémica — SRIS (BONE et al., 1992). Este conceito foi
considerado em 1992, apdés um consenso liberado em uma conferéncia norte
americana, no entanto foi revisto em 2001, quando ela foi considerada uma
infeccdo com diagndstico confirmado ou com suspeita, onde o paciente pode
apresentar sinais e sintomas de uma resposta inflamatéria (LEVY et al., 2003;
VINCENT et al., 2013).

Pelo fato da sepse poder ser causada por bactérias, virus e fungos, ela
pode ser caracterizada por dois estagios distintos: pro-inflamatério e anti-
inflamatério. O primeiro, que inicialmente predomina, normalmente esta
relacionado a grande demanda de citocinas, onde o sistema imunolodgico inato as
libera sistemicamente na tentativa de combater a infeccdo. Esse sistema também
recruta outros mediadores para auxiliarem na resposta imune na defesa do
organismo. O estagio anti-inflamatério, por sua vez, considerada uma resposta
inflamatéria compensatoria, segue a etapa iniciada pela SRIS (NAMAS et al.,
2012; WARD et al., 2008), sendo que esta ultima condigcdo é definida como a
incapacidade do organismo para responder a uma mudanga antigénica e/ou
infecciosa definida (HUTCHINS et al., 2014).

A encefalopatia € uma das consequéncias relacionadas a esta situacao,
podendo ser causada por desordens metabdlicas, exposicdo a toxina,
microrganismos, metais pesados, radiacao e danos neuroldgicos. Esta sindrome é
considerada uma das mais frequentes e é estimado que 9 a 71% dos pacientes
com sepse apresentam sintomas nesse quadro (ZIAJA, 2013). Apesar de ser
descrita como uma sindrome reversivel, estudos indicam que os pacientes podem
apresentar prejuizos cognitivos de longa duracao e disturbios depressivos apos
uma recuperacao de um quadro séptico. Sendo que a recuperacao destes danos
geralmente é demorada (PAPADOULOS et al.,, 2000; PYTEL e ALEXANDER,
2009; ZIAJA, 2013).
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Considerando esses aspectos, ndao se torna surpreendente que esta
doenca acaba se constituindo a décima causa de morte nos EUA entre os
pacientes criticos internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Séao
notificados aproximadamente 250.000 casos anualmente naquele pais e que
representa um custo econdémico elevado para a saude publica (ANGUS et al.,
2001; GAIESKI et al., 2013). Mais de 70% de suas mortes ocorrem apos os trés
primeiros dias da infeccdo e aumenta o indice nas semanas seguintes depois dela
instalada (OTTO et al., 2011). Alguns pesquisadores descrevem que a taxa
mundial de mortalidade por sepse poderia ser até maior, mas existem falhas nos
dados tendo em vista a sua falta de notificacdo, dados hospitalares
administrativos incompletos, e algumas peculiaridades préprias dos servicos de
saude publica (WANG et al., 2014).

No Brasil, ela é responsavel por 25% da ocupacgéao de leitos em UTI, sendo
uma das principais causas de mortalidade hospitalar nessas unidades, superando
o infarto do miocardio e o cancer. Na sua forma mais grave (choque séptico) tem
alta mortalidade, ultrapassando 60% dos casos, enquanto a média mundial esta
em torno de 37%. Segundo um levantamento feito pelo estudo mundial conhecido
como Progress, a mortalidade por essa tipo de inflamacao no Brasil € maior que a
de paises como a india e a Argentina (WHO, 2010).

Frente a este panorama apresentado, e apesar da resposta imune
desregulada conduzir a falha mdultipla dos 6rgaos, as descobertas relacionadas
com a resposta do hospedeiro a infeccao ainda sdo escassas e apresenta muitas
lacunas no conhecimento cientifico, isto porque pacientes que sobrevivem a
sepse grave ou choque séptico decorrentes de infecgdes variadas, tém um indice
de mortalidade ainda elevado (KING et al.,, 2014). Os resultados obtidos das
diversas pesquisas, ainda com descobertas relativamente limitadas, auxiliam no
tratamento das consequéncias em longo prazo. Esta lacuna no conhecimento é
importante, pois o impacto econdmico na saude publica de uma doenca engloba,
principalmente, os cuidados hospitalares agudos (WANG et al., 2014).

Dentre a diversidade de pesquisas nesta area, os neuropeptideos chamam

a atencao por possuirem diversas fungdes a partir de seus neurohorménios e
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neurotransmissores. As acbdes de muitos peptideos sdo mediadas por varios
subtipos de receptores acoplados pela proteina G, localizados em diferentes
regides cerebrais. Essas substancias séo distribuidas de forma heterogénea por
todo o cérebro e podem ser expressas nos corpos celulares, dendritos e terminais
axonicos, interferindo na cascata de sinalizacdo que interfere na homeostasia
celular que pode ser afetada pela sepse (Figura 2). Dessa maneira, essas
substancias podem estar relacionadas a uma variedade de respostas como, por
exemplo, locomocado, aprendizagem, memoria, estresse e dor, sugerindo seus
envolvimentos nas doencgas neuropsiquiatricas, incluindo a encefalopatia séptica
(PINHEIRO DA SILVA et al., 2013).
A Células epiteliais
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Figura 2 - Principais mediadores inflamatérios relacionados com a sepse mostrando a cascata da agao das
substancias envolvidas no seu processo de instalagdo (modificado de PINHEIRO DA SILVA et al., 2013).
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1.3 Metilmercurio: aspectos gerais

O mercurio é um metal pesado que, nas ultimas décadas, tem sido alvo de
muitas pesquisas no mundo, devido as consequéncias decorrentes da intoxicagao
em humanos e contaminagcao ambiental (ROONEY et al., 2014). Na Amazénia, as
possibilidades de extragdo de minérios naturais tém aumentado a contaminacao
do meio ambiente pelo mercurio (GOCHFELD, 2003). Naturalmente, esse metal
sofre uma série de reacbes e é convertido na forma inorganica e organica
conforme demonstrado na ilustracao a seguir (Figura 3).

Oxidacdo
—> Hg(0) ——> Hg(ll)

ﬂ Deposicdo
Secoe Umidg

/ N\ Al " Metilagao
Volatizagdo ,:'7 \\ “:\#y/f\ \\hrf\ ¢
/4 u\ \ el \
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4 A 1

Transporte e Emissdo
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J“
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l

Escoamentoe  Oxidacdo ‘ Hg(0) Fotodegradagdo
Influxo 3 Redugao

Hg(ll) ’ % MeHg
Difusdo e e "o’
Liquidificacdo
" Hg(ll fioscnulacic 4MeHg oo

Figura 3 — Etapas do processo do ciclo do merclrio por meios naturais. O merclrio presente no ar
atmosférico sofre processos de oxidagao para a transformagdo do mercurio inorganico (Hg?*), presentes no
solo, rios e lagos. O metilmercurio (MeHg) sera gerado a partir da metilagdo do Hg?* (Fontes: Google, acesso
em 06 de fevereiro de 2014).

O MeHg é um dos produtos decorrentes dessa série de reacdes, sendo um
agente altamente téxico que pode causar efeitos irreversiveis ao SNC. A sua
exposicao durante o desenvolvimento precoce pode estar associada com danos
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cerebrais (GRANDJEAN e LANDRIGAN, 2006). Evidéncia de neurotoxicidade de
origem ambiental foi observada em um estudo em Minamata, no Japao. Os altos
consumos de frutos do mar contaminados levaram a alguns sintomas em
mulheres gravidas que, mais tarde, tiveram comprometimento no crescimento de
recém-nascidos mostrando um difuso e severo dano cortical, onde as criancas
apresentaram sérias dificuldades neuroldgicas incluindo a visdo, fala, audicéo,

motricidade, parestesia e retardo mental (HARADA, 1995).

A contaminagdo ambiental tem sido proposta como possivel causa de
doencas neurodegenerativas (LANDRIGAN et al., 2005). O MeHg é conhecido ser
um potente neurotdxico ambiental causando desordens neuropsicologicas em
humanos (BISEN-HERSH et al., 2013). Estudos experimentais e epidemiologicos
tém mostrado que o desenvolvimento do SNC é particularmente vulneravel a sua
toxicidade. Essas observagdes devem-se, principalmente, ao fato deste metal
atravessar a barreira-placentaria, afetando especialmente o cérebro em
desenvolvimento de fetos e neonatos causando efeitos toxicos, haja vista que ele
pode ser transportado pela via placentaria e amamentacado (LUCENA et al., 2010,
2013).

Populacbes que fazem uso de alto consumo de peixes tém sido
submetidas a estudos epidemiolégicos (JULVEZ et al., 2012). Isso se deveu
principalmente a necessidade de padronizar as doses maxima aceitaveis na
exposicao do ser humano ao MeHg em qualquer situacdo. Esta padronizacéao
ocorreu gragas a pesquisas com animais laboratoriais que, até certo ponto,
reproduziram a situagdo que ocorreu no Japao e no Iraque (AMIN-ZAKI et al.,
1979; BURBACHER et al., 1990). A exposicao a baixas doses de MeHg contido
na alimentagcdo com frutos do mar na populacao é considerada um fator de risco
para o desenvolvimento de desordens cognitivas (memdria, atengéo e linguagem)
em criancas e adolescentes consumidoras de peixes nas ilhas Faroé
(GRANDJEAN et al., 1997).

A toxicidade do MeHg nos varios aspectos fisioldgicos, bioquimicos e
comportamentais, portanto, pode ser explicada por muitos mecanismos celulares,

sendo 0 estresse oxidativo, um dos principais processos responsaveis por
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caminhos alvos da excitoxicidade, que leva a peroxidacdo da membrana e
geracdo de varias espécies reativas de oxigénio. O comprometimento no
funcionamento neuronal, portanto, pode ser devido a essa toxicidade intracelular
(ROONEY, 2014).

Esta exposicdo ao MeHg e suas consequéncias em humanos pode ser
reproduzida por diferentes modelos animais que mostraram o seu efeito
neurotéxico nas populagdes consumidoras de peixes. Devido as diferentes
espécies de modelos experimentais que foram usados para investigar a
toxicocinética do MeHg, torna-se dificil correlacionar as doses usadas em estudos
animais em comparagdo com a exposicdo em humano. Portanto, os Unicos
parametros que puderam ser levados em consideracdao foram as desordens
comportamentais decorrentes da contaminacdo por MeHg. Um exemplo claro
dessa situacao foi as suas concentragcdées no encéfalo de criangcas em Seychelles,
que variaram de 0,026 a 0,295 micrograma/g, porém as disfungdes cognitivas ndo
foram encontradas na mesma populacdo (DAVIDSON et al., 2004; LAPHAM et al.,
1995).

Assim, focando na base neuroquimica desse metal na inducdo das
alteracbes comportamentais, € possivel notar que ela pode ser devida néao
somente a aquelas substancias previamente mencionadas, mas também aos
disturbios em vérios sistemas de neurotransmissores, inicialmente ocorrendo
durante a exposicdo seguida de prejuizos de longa duracdo no funcionamento
cerebral. Dentre esses efeitos incluem déficits sensoriais (CARTA et al., 20083;
HERCULANO et al., 2006), disfungdo motora (ASCHNER e SYVERSEN, 2005),
genotoxidade (CRESPO-LOPEZ et al., 2007), e outros efeitos na linguagem,
atencao e cognicdo (CLARKSON e MAGOS, 2006; GRANDJEAN e LANDRIGAN,
2006).

Diante do exposto, nos ultimos anos foi dada uma grande importancia para
as pesquisas laboratoriais envolvendo diferentes modelos animais para novas
descobertas cientificas, principalmente na descoberta de novos farmacos ou

fitofarmacos com menor ou nenhum efeito toxico ao organismo.
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1.4 Uso de modelos animais como perspectiva de novas descobertas para

os déficits neurolégicos

Os danos do cérebro com seus diversificados problemas neuronais
representam um dos mais sérios problemas de saude que acometem cerca de 1,5
milhdes de pessoas nos EUA (LUO et al., 2014). Apesar de muitos pacientes nao
apresentarem consequéncias de longa duracao, cerca de 7-30% sofre de varios
comprometimentos nos aspectos fisicos, cognitivos e emocionais (SILVER et al.,
2009; WILLIAMS et al., 2010). Dentre os sintomas de longa duracao incluem
ansiedade, apatia, depressdo e prejuizos de memédria com dificuldade nas
concentragdes (SILVER et al., 2009; WILLIAMS et al., 2010).

A ansiedade e depressdo sdo comuns na populacdo mundial e
representam as duas categorias de doencas mais frequentemente diagnosticadas
(MATCHAM et al., 2014). Apesar de a ansiedade ser considerada como a mais
comum de todos os transtornos mentais, as suas taxas de prevaléncia pode variar
de 15 a 25%, enquanto que as de depressao ficam entre 10 a 18% (WITTCHEN
et al., 2003). Além disso, elas podem estar associadas aos fatores de risco como,
por exemplo, baixa qualidade de vida, sedentarismo, pouca aceitacdo a
medicamentos e idade. Portanto, as suas reducdes podem melhorar o estado
fisico e psiquico dos pacientes (MATCHAM et al., 2014).

Estudos tém demonstrado uma frequéncia aumentada da ansiedade e
depressao entre os pacientes com elevados niveis de prejuizos cognitivos (KING
et al., 2014; STARKSTEIN e PAHISSA, 2014). A melhor forma de se avaliar essa
correlacdo é por meio de modelos animais que tém sido muito Uteis na
investigacao dos efeitos deletérios decorrentes das sequelas do SNC (LEITE et
al., 2013; LUCENA et al., 2010, 2013; MAIA et al., 2009).

Estudos toxicolégicos parecem ser mais relevantes em camundongos que
em ratos, visto que a toxicocinética dos primeiros parece ser mais similar aos de
humanos (YOUNG et al., 2001), entretanto apenas alguns estudos de efeitos de
exposicao crénica do MeHg em camundongos tem sido publicados (GOULET et
al., 2003; MARKOWSKI et al.,1998; WEISS et al., 2005). Em contrapartida, outros
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resultados obtidos com MeHg pareceram nao ser dependentes do modelo
experimental, mas sim do género, dose e tempo de administracdo (CAGIANO et
al., 1990; ECCLES e ANNAU, 1982; GOULET et al., 2003). Essas observacdes
farmacocinéticas foram obtidas de varios estudos reproduzindo o consumo desse
metal em humanos por meio de comidas e bebidas. A exposicdo de MeHg na
agua de beber administradas a ratas gravidas, por exemplo, fizeram com que as
suas proles apresentassem incoordenacdo motora (FUJIMURA et al., 2012;
WEISS et al., 2005) e comprometimento de atividade locomotora (CHENG, 2013;
GOULET et al., 2003; ONISHCHENKO et al., 2007).

Sindromes depressivas também foram relatadas em humanos adultos apés
a exposicado de MeHg inorganico (GRUM et al., 2006). Esse tipo de
comportamento, quando avaliado em camundongos no teste do nado forgado,
mostrou perfil sugestivo de depressdo (ONISHCHENKO et al., 2007). A exposicao
cronica de baixos niveis de MeHg também foram avaliados em varios outros
modelos experimentais, como a atividade no campo aberto, coordenacao motora
e labirinto em cruz elevado (CAGIANO, 1990; NEWLAND., 2008; ONISHCHENKO
et al., 2007).

Déficits de aprendizado e de memobria sado preocupagdes no
desenvolvimento de pesquisas acerca da exposicdao do MeHg como os estudos
prospectivos de populagdes clinicas que tém sido relatados com escores
prejudicados nos testes de memoria, atengcéao e linguagem (GRANDJEAN et al.,
1997). Fazendo-se uma analogia dessas observagcdes em humanos com os
animais experimentais foram observados prejuizos significantes dessas respostas
em ratos e camundongos, quando avaliados no labirinto aquatico de Morris e
labirinto em Y (CHENG et al., 2013; FUJIMURA et al., 2012).

Considerando os dados aqui apresentados, complementados por
conhecimentos obtidos de pesquisas envolvendo seres humanos, a nossa
proposta foi avaliar as propriedades neuroprotetoras do extrato de M. officinalis
nas alteracbes comportamentais e cognitivas decorrentes de possiveis danos
neurolégicos induzidos em modelos experimentais de inflamacao sistémica e

neurotoxicidade.



2. OBJETIVOS
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2.1 Geral:

Avaliar as propriedades neuroprotetoras do extrato da Melissa officinalis nas
alteragcdes comportamentais e cognitivas decorrentes de sepse induzida
experimental e intoxicagao por MeHg.

2.2 Especificos:

- Observar os parametros comportamentais relacionados a locomocao,
ansiedade e depressao de ratos que passaram por procedimentos cirdrgicos
com e sem inducdo de sepse experimental e mediante a intoxicacao por
MeHg, quando avaliados no teste do campo aberto, labirinto em cruz elevado
e teste do nado forcado, respectivamente;

- Avaliar as alteragdes cognitivas no teste da esquiva inibitéria dos mesmos
ratos que passaram por procedimentos cirdrgicos com e sem inducado de

sepse experimental e mediante a intoxicagdo por MeHg;

- Investigar as propriedades terapéuticas do extrato etandlico da M. officinalis
nas alteracbes de comportamentos e déficits cognitivos nas mesmas

condicoes experimentais apresentadas previamente.



3. METODOLOGIA
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3.1 Animais

Para a realizagdo dos testes experimentais foram utilizados ratos Wistar
machos (n=150), com 2,5 meses, com uma média de 300 g, provenientes do
Biotério da Faculdade Sena Aires (Valparaiso de Goias-GO) e mantidos durante o
periodo de uma semana para habituacdo no Laboratério de Patologia, da
Faculdade de Medicina/UnB. Os animais foram alojados em grupos de cinco por
caixa, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente, com
agua e ragao ad libitum. Todos os critérios da pesquisa estiveram de acordo com
as normas estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA), do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (protocolo 33880/2009), conforme

comprovante anexado na pagina 72.

3.2 Drogas e solucoes

O MeHg (100 mg/kg); diazepam (DZP - 1 mg/kg), controle positivo para
ansiedade; fluoxetina (FXT - 10 mg/kg), controle positivo para depressao, e
cafeina (CAF - 10 mg/kg), controle positivo para meméria, foram obtidos da Sigma
Chemical Co., USA, sendo todas administradas por via oral (v.0.). Para os
procedimentos cirargicos, a ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) foram
obtidas da Syntec, e os antibi6ticos clindamicina (25 mg/kg) e gentamicina (3
mg/Kg) foram obtidos do Laboratério EMS, sendo administrados por via
intraperitoneal (i.p.). Com excecdo da associagao anestésica, todas as demais
substancias foram dissolvidas em solucdo salina (NaCl 0,9%). As doses
escolhidas foram baseadas em pesquisas prévias (LEITE et al., 2013; LUCENA et
al., 2007, 2010, 2013).

3.3 Preparacao do extrato de Melissa officinalis

Folhas secas de M. officinalis, obtidas pela Centroflora (Botucatu, Brasil),

foram separadas de seus caules e secas sob a luz solar. Apds a evaporacao da
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agua, cerca de 300 mg de folhas secas foram moidas e colocadas em um frasco
com etiletanol a 95%, em quantidade suficiente para cobri-las e mantidas nesse
procedimento durante sete dias. O frasco com o extrato etandlico foi vedado para
evitar a evaporacao do alcool. Apés uma semana, o extrato de M. officinalis foi
filtrado e transferido para um rota-vapor sendo, em seguida, colocado para
evaporar. Apds todo o solvente ter sido evaporado, as solu¢des estoques foram

armazenadas em um refrigerador (4°C).

3.4 Diluicao do extrato

A concentracdao de 100 mg/mL do extrato alcodlico de M. officinalis foi
preparada, considerando a seguinte mistura de solventes: 150 uL de tween 80,
150 uL de alcool e 150 uL de DMSO, totalizando 450 uL de solucdo. O extrato foi
misturado com a solugdo de solventes na proporcdo de 1:1. Em seguida, foi
adicionada salina (0,9% NacCl) lentamente até completar o volume de 4 mL, sendo
que a mistura foi preparada de forma vigorosa para conseguir a maior
homogeneizacado possivel da preparacao e evitar os precipitados. A solucao foi
administrada na dose de 100 mg/kg, baseada em estudos prévios realizados por
nosso grupo de estudo (TAIWO et al., 2012). Esta correlacdo de preparacao do
extrato foi baseada no principio de que 1 mL do extrato foi dado para cada 1 kg do
animal. O tratamento agudo foi feito por via oral, segundo a técnica de gavagem,
para garantir que o animal recebesse a dose total administrada sem perdas. Além
disso, essa via de escolha foi visando reproduzir a forma de administracdo usada

em humanos.

3.5 Cirurgia de Ligadura e Perfuracao Cecal (CLPC)

Apos serem anestesiados com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg)
via i.p., 0s animais passaram pelos procedimentos demonstrados na Figura 4. Foi
feita a tricotomia na parte ventral dos animais, seguida da incisdo central de
aproximadamente 2 cm, para favorecer a exposi¢ao do ceco e obstrugéo (ligadura
parcial) no segmento distal proximo da valvula ileocecal. O ceco foi perfurado com
agulha 14G na borda antimesentérica. Ap6s a verificacdo da saida de fezes do
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ceco, essa estrutura foi retornada a cavidade abdominal. A incisdo cirurgica foi
fechada em 2 planos de sutura fascia e musculos abdominais com poliéster 4 (0)
em pontos continuos. No final dos procedimentos, foi administrado um volume de
3 mL de solugéo salina, via subcutanea (s.c.), como liquido de reanimacdo. Os
animais controles (Operacao Ficticia - OF) passaram por todas as etapas
cirurgicas, porém sem perfuragdo do ceco e ligadura (LEITE et al., 2013). Todos
os animais OF e de sepse receberam as doses dos antibidticos clindamicina (25
mg/kg) e gentamicina (3 mg/Kg), por via i.p. A M officinalis (100mg/kg, v.0.) foi

administrada com 24h apds os procedimentos cirdrgicos e o0s testes

experimentais ocorreram 60 min apds a ultima administracao.

Figura 4 - Cirurgia de ligadura e perfuragéo cecal (CLPC). A= Incisdo central no ventre do rato e exposi¢éo
do ceco, B= A seta representa o local de ligadura com posterior perfuragao do ceco e liberagéo das fezes. C=
Inser¢do do orgdo perfurado na cavidade abdominal, seguida de sutura interna e externa, D= Incisdo
cirurgica suturada, E= animais em recuperagao cirurgica. OF= Operagéo ficticia.
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3.6 Procedimentos experimentais
3.6.1 Teste do Campo Aberto

Aparato: Arena em madeira (60x60x35 cm), com o chdo dividido em nove
quadrantes de 20x20 cm (Figura 5).

Figura 5 — Teste do Campo aberto dividido em 9 quadrantes para avaliar a atividade locomotora dos ratos.
Inicialmente, o animal é posicionado no centro da arena para, posteriormente explorar o equipamento
durante 5 min.

Fundamento: A avaliacdo de roedores em uma arena ou campo aberto € um
procedimento muito utilizado por varios pesquisadores, com a finalidade de se
observar a atividade locomotora de animais de pequeno porte (LUCENA et al.,
2010). Em um primeiro momento, sabe-se que ratos, assim como 0s seres
humanos, podem reagir ao ambiente considerado “novo” e apresentar uma
resposta aversiva, caracteristica de congelamento (do inglés freezing), que € um
comportamento tipico que, muitas vezes, os animais usam como forma de
diminuir as detec¢des auditivas por parte dos predadores. No entanto, em um

segundo momento, ele tende a explorar o ambiente onde se encontra.

Procedimento experimental: Antes do inicio dos experimentos, os animais foram
levados ao laboratério por um periodo de, no minimo, uma hora, para aclimatacao

e habituagdo ao ambiente do teste. A atividade locomotora foi considerada
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quando o animal atravessava um dos quadrantes do campo aberto com as quatro
patas. Cada animal foi testado por um periodo de 5 min. Todos os experimentos
foram conduzidos entre 08:00 e 12:00 h, com o objetivo de evitar a influéncia de
variagdes circadianas, que poderiam interferir com os resultados experimentais.

3.6.2 Teste do Labirinto em cruz elevado (LCE)

Aparato: Equipamento em madeira, na forma de cruz, elevado 50 cm do chao,
com dois bracos fechados (50x10x40 cm) e dois abertos (50x10 cm), opostos
entre si (HANDLEY e MITHANI, 1984). Uma protecao de acrilico transparente de
1 cm de altura circundava os bragos abertos com o objetivo de impedir a queda
dos animais do LCE (Figura 6).

Figura 6 — Teste do Labirinto em cruz elevado utilizado para se avaliar a resposta ansiolitica ou ansiogénica
das substancias administradas nos ratos. O animal é sempre colocado no centro do labirinto para ter a
escolha de explorar os bragos abertos ou fechados durante um periodo de 5 min.

Fundamento: O LCE é baseado na aversdo natural que roedores apresentam
pelos bragos abertos do labirinto. Quando s&o forgados a permanecerem nesses
bragos mostram manifestagdes fisiologicas e comportamentais de medo, tais
como congelamento, defecagdo e aumento nos niveis de corticosteroides
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plasmaticos (PELLOW et al., 1985). Como consequéncia, eles permanecem um
tempo maior nos bragos fechados. Treit et al. (1993) indicaram que o fator de
maior contribuicdo para esta “reagcdo de medo” era a falta das paredes altas nos
bracos abertos, que impedia a tigmotaxia. A proporcao da exploracédo total nos
bragos abertos determinava uma medida de ansiedade, de tal modo que o
aumento nas porcentagens de tempo de permanéncia e de entradas nos bracos
abertos era considerado como indicativo de a¢ao ansiolitica de drogas (HANDLEY
e MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985).

Procedimento experimental: Cada rato foi posicionado no centro do LCE, com a
face voltada para um dos bracos fechados e colocado para explorar o
equipamento por 5 min. O pesquisador fez as anotacées do numero de entradas e
do tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos (EBA e TBA,
respectivamente) e o numero de entradas e o tempo de permanéncia dos animais
nos bragos fechados (EBF e TBF, respectivamente). As porcentagens de EBA
(%EBA) foram calculadas em relacdo ao numero total de entradas nos dois
bracos e ao tempo de exploracdo nesses bracos em relagcdo ao tempo total do
experimento. Essas porcentagens (%) da EBA e TBA foram calculadas de acordo
com as formulas: (EBA/EBA+EBF)x100 e (TBA/TBA+TBF)x100, respectivamente
(PELLOW et al., 1985). O efeito ansiolitico ou ansiogénico foi definido pelo
aumento ou diminuigdo, respectivamente, na proporcdo das EBA, relativo ao
namero total de entradas em ambos os bragcos, € no tempo de exploracao
naqueles bracos, relativo ao tempo total experimental.

3.6.3. Teste do Nado forcado

Aparato: Os animais avaliados neste teste foram colocados em um cilindro
Plexiglass (30 cm de didmetro e 50 cm de altura), contendo 40 cm de volume de
agua a uma temperatura de 23 + 1°C por 5 min (Figura 7).

Fundamento: Um perfeito modelo experimental para uso com animais deve ser
isomoérfico as condicdes humanas e torna-se util quando pode ser mostrado que
tem uma analogia relevante, ou seja, quando ele revela alguns aspectos de um
processo complexo, por meio de hipéteses testadas em humanos (MCBRIDE et
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al., 1998). Existem duas teorias que envolvem o uso desse teste: uma voltada
para avaliagdo de estresse e outra envolvendo o estado de imobilidade dos
animais, que podem representar apatia, caracterizando o estado de depressao. As
duas podem ser avaliadas por meio desse modelo, tendo em vista que as reacoes
de fuga e luta sdo bem caracterizadas (KIRBY e LUCKI, 1998; REDROBE et al.,
1998). Este modelo € o mais amplamente utilizado para avaliacao farmacologica
de atividade antidepressiva (PORSOLT et al., 1977).

Figura 7: Aparato utilizado para o Teste do Nado forgado, realizado em um tempo total de 5 min, onde os 2
primeiros minutos s&o considerados para habituagao.

Procedimentos experimentais: Os ratos exibiram dois tipos de comportamentos
em um tempo de 5 min: fuga, que foi observada nos primeiros dois minutos; e
imobilidade continua nos trés ultimos minutos (permanecer flutuando, mantendo
somente 0s movimentos minimos necessarios para manter a cabeca fora da
agua). Os dois minutos iniciais (fuga) foram considerados para habituacdo ao
teste. O tempo da imobilidade foi definido como indicativo de comportamento
relacionado a depressao (LUCENA et al., 2010)

3.6.4 Esquiva inibitoria do tipo step-down

Aparato: O aparelho de esquiva (EP-104 INSIGHT) consiste em uma caixa de
vidro e metal medindo 50 x 25 x 25 cm com uma plataforma de 5 cm de altura, 8
cm de largura e 25 cm comprimento. No canto esquerdo apresenta uma série de

barras de aluminio, distribuidas com uma distéancia de 1 cm entre si, que constitui
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o assoalho da caixa, conectadas a um estimulador elétrico (Figura 8).

Figura 8 — Esquiva inibitoria do tipo step-down usada para avaliar a meméria de curta e longa duragdo em
rato durante um periodo de 3 min.

Fundamento: A medida da laténcia avaliada no teste da esquiva inibitoria do tipo
step-down tem sido um dos modelos experimentais usado por muitos laboratoérios
na avaliacao dos estudos envolvendo aprendizagem e meméria (LUCENA et al.,
2013). Para tal, os parametros de avaliagdo envolvem uma fase de treino e pos-
treino e um choque de baixa intensidade, que serve de estimulo aversivo para
que o animal deixe de executar uma determinada tarefa que foi a ele apresentada.
Esse procedimento deve ser lembrado quando da realizagdo de um teste

proposto, como mecanismo de retencdo da memoria.

Procedimento experimental: As etapas apresentadas a seguir sdo padronizadas
na area de investigagcdo de memoria para este teste especifico.



39

- No primeiro dia da analise, os animais foram habituados ao aparato,

permanecendo no interior do mesmo por 3 min.

- No segundo dia, os animais foram cuidadosamente colocados na plataforma
em frente ao canto esquerdo da caixa de treino, com a face virada para o lado
oposto ao do observador, podendo mudar de posicdes apds ser solto da
contencédo (Fig 8A). Assim que o animal desceu da plataforma (Fig. 8B) e
colocou as quatro patas na grade recebeu um choque de 0,4 mA por 1 segq,
sendo retirado imediatamente da caixa de treino. A memoria de curta duracao
(MCD) foi investigada 1 h ap6s o treino. No teste, o tempo (laténcia) maximo
de 3 min (180 seg) em que 0s animais levaram para descer com as quatro

patas da plataforma foi utilizado como indicativo de retencao de memoéria.

- No terceiro dia, os animais foram novamente colocados cuidadosamente na
plataforma em frente ao canto esquerdo da caixa de treino. A memoria de
longa duragéo (MLD) foi avaliada 24h apés o treino. Da mesma forma que na
MCD, o tempo (laténcia) maximo de 3 min (180 seg.) em que 0s animais
levaram para descer com as quatro patas da plataforma foi utilizado como

indicativo de retencao de memodria.

Apéds observar cada animal nos testes, os aparatos eram limpos com éalcool 10%
(v/v) para evitar que o odor do rato recém-testado interferisse no comportamento
dos demais a serem testados.
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3.6.5. Resumo do Desenho Experimental
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Figura 9: Delineamento dos procedimentos experimentais. A) Administragdo da M.officinalis (100 mg/kg, v.0.)
durante uma semana ap6s os procedimentos cirlrgicos; e B) durante uma semana apds a administragéo do
metilmercurio (100 mg/kg, v.0.); seguida da C) avaliagdo nos testes experimentais, locomogéo (Teste do
campo aberto), ansiedade (Teste do labirinto em cruz elevado), depressdo (Teste do nado forgado) e
memoria (Teste da esquiva inibitdria step-down), ap6s 1 h da Ultima administragao.

3.7 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média (e.p.m.)
de 10 animais por grupo. As comparacbes estatisticas foram realizadas pela
Analise de Variancia (ANOVA) de uma via e 0s grupos comparados entre si pelo
teste post-hoc de Newman-Keuls. A probabilidade indicativa de diferenca
estatisticamente significante foi de p<0,05. Para tal, foi utilizado o software
GraphPad Prism, v. 5.01®, 2010 (San Diego, CA).



4. RESULTADOS
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4.1 SEPSE INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE

4.1.1 Teste do campo Aberto

Considerando o numero de quadrantes percorridos no campo aberto
durante o periodo de 5 minutos ndo se observou qualquer alteracdo entre os

grupos (Fig. 10).
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Figura 10 - Efeitos da administragéo oral subcronica de salina (SAL), diazepam (DZP - 1 mg/kg) e extrato
etanolico de Melissa officinalis (100 mg/kg) em animais que passaram por procedimentos cirlrgicos, com ou
sem indugdo de sepse. A avaliagdo foi realizada no teste do campo aberto por um periodo de 5 minutos.
Cada barra representa a média + e.p.m de 10 animais por grupo.

4.1.2 Teste do labirinto em Cruz Elevado

. No LCE, os animais do grupo OF que foram administrados com M.
officinalis aumentaram a % entradas nos bragos abertos — fig. 11A: [F(559) =5,00;
p<0,05] e a % tempo nos bragos abertos — fig. 11B: [F559) = 4,20; p<0,05], similar
aos animais tratados com DZP: % entradas nos bragos abertos — fig. 11A: [F559)
=5,06; p<0,05] e % tempo nos bracos abertos — fig. 11B: [F559) = 4,91; p<0,05].
Nos animais que sobreviveram a sepse e receberam o extrato de M. officinalis,
observou-se um aumento na % entradas nos bragos abertos — fig. 11A: [Fs 59
=5,91; p<0,05] e na % tempo nos bracos abertos — fig. 11B: [F559) = 5,07; p<0,05],
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similar aos animais tratados com DZP: % entrada nos bracos abertos — fig. 11A:
[F(5,59) =5,96; p<0,05] e % tempo nos bragos abertos — fig. 11B: [F(559 = 5,00;
p<0,05]. A frequéncia nos bracos fechados nao foi afetada pelos tratamentos

permanecendo constate entre os grupos (fig. 11C).
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Figura 11 - Efeitos da administragdo oral subcrénica de salina (SAL), diazepam (DZP — 1 mg/kg) e extrato
etanélico de Melissa officinalis (100 mg/kg) em animais que passaram por procedimentos cirlrgicos, com ou
sem indugéo de sepse. A) Representa % entradas nos bragos abertos, B) Representa % tempo nos bragos
abertos, e C) Representa a frequéncia nos bragos fechados. *p<0.05 significa diferenca estatistica em
relagdo ao controle OF tratado com SAL; #p<0.05 significa diferenga estatistica em relagdo aos animais que
sobreviveram a sepse. A avaliacdo foi realizada no teste do LCE por um periodo de 5 minutos. Cada barra
representa a média + e.p.m de 10 animais por grupo (ANOVA, Teste de Newman Keuls).
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4.1.3 Teste do Nado Forcado

Conforme demonstrado na Fig. 12, o tratamento com FXT foi capaz de
reduzir o tempo de imobilidade nos animais do grupo OF ([F s s9) = 3,96; p<0,05]) e
dos ratos que sobreviveram a sepse ([Fs59) = 3,21; p<0,05]) comparado ao grupo
controle OF tratado com SAL. A M. officinalis, por sua vez, reduziu o tempo de

imobilidade nos ratos que sobreviveram a sepse ([Fs59) = 5,37; p<0,05]).
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Figura 12 - Efeitos da administragdo oral subcrénica de salina (SAL), fluoxetina (FXT) e extrato
etandlico de Melissa officinalis (100 mg/kg) em animais que passaram por procedimentos cirirgicos,
com ou sem indugdo de sepse. *p<0.05 significa diferenga estatistica em relacéo ao controle OF
tratado com SAL; #p<0.05 significa diferenga estatistica em relagdo aos animais que sobreviveram a
sepse. A avaliago foi realizada no teste do Nado Forgado por um periodo de 3 minutos. Cada barra
representa a média + e.p.m de 10 animais por grupo (ANOVA, Teste de Newman Keuls).
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4.1.4 Teste da Esquiva Inibitoria

Conforme visualizado na fig. 13, a M. officinalis interferiu, de forma positiva,
nos efeitos facilitatorios da meméria em animais que sobreviveram a sepse,
quando avaliados ap6s 1 hora (MCD) e 24 horas (MLD) da ultima administracéo
do extrato (100 mg/kg).
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Figura 13 - Efeitos da administracdo oral subcronica de salina (SAL), cafeina (CAF - 10 mg/kg) e
extrato etanolico de Melissa officinalis (100 mg/kg) em animais que passaram por procedimentos
cirurgicos, com ou sem indugéo de sepse. *p<0.05 significa diferenca estatistica em relagéo as
etapas de Treino dos animais conforme cada grupo experimental (OF ou sepse). #p<0.05 significa
diferenga estatistica em relagao aos respectivos animais controles MCD e MLD no grupo OF que
receberam salina. A avaliagdo foi realizada no teste da Esquiva Inibitéria por um periodo de 3
minutos. Cada barra representa a média + e.p.m de 10 animais por grupo (ANOVA, teste de
Newman Keuls). MCD = memdria de curta durag@o, MLD= memdria de longa duragao.
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4.2 INTOXICACAO POR MeHg

4.2.1 Teste do Campo aberto

Considerando o numero de quadrantes percorridos no campo aberto
durante o periodo de 5 minutos ndo se observou qualquer alteracdo entre os

grupos quando avaliados em comparacao ao controle tratado com salina (Fig. 14).
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Figura 14 - Efeitos da administragdo oral subcronica de salina (SAL), diazepam (DZP 1 mg/kg) e extrato
etanolico de Melissa officinalis (100 mg/kg = M100) em animais que receberam SAL ou metiimercurio (MeHg
- 100 mg/kg). O DZP foi usado como controle positivo. A avaliagéo foi realizada no teste do campo aberto por
um periodo de 5 minutos. Cada barra representa a média + e.p.m de 10 animais por grupo.
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4.2.2 Teste do labirinto em Cruz Elevado

No LCE, os animais administrados com MeHg reduziram o %TBA em
comparacao com os controles tratados com salina. O extrato de M. officinalis
impediu essa resposta, com um efeito similar aos animais tratados com DZP (Fig.
15).
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Figura 15 — Efeitos da administracdo oral subcrénica de salina (SAL), diazepam (DZP 1 mg/kg) e extrato
etanolico de Melissa officinalis (100 mg/kg = M100) em animais que receberam SAL ou metiimercurio (MeHg
- 100 mg/kg). A) Representa % entradas nos bragos abertos, B) % tempo nos bragos abertos, e C) frequéncia
nos bragos fechados. *p<0.05 significa diferenga estatistica em relagdo aos controles tratados com SAL;
#p<0.05 significa diferenga estatistica em relagéo aos animais expostos ao MeHg A avaliagéo foi realizada no
teste do LCE por um periodo de 5 minutos. Cada barra representa a média + e.p.m de 10 animais por grupo
(ANOVA, Teste de Newman Keuls).
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4.2.3 Teste do Nado Forcado

A ANOVA de uma via mostrou diferenca estatistica entre os grupos [F4,49=
24,61; p=0,0001], de tal forma que a diferenca estatistica apontou significancia do
grupo de MeHg em relagcao ao controle tratado com SAL, demonstrado pelo
aumento do tempo de imobilidade no teste do nado forcado. A FXT e o extrato de
Melissa foram capazes de reduzir o tempo de imobilidade per se, mas nao foi

eficaz diante a associagao (Fig. 16).
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Figura 16 - Efeitos da administragéo oral subcrénica de salina (SAL), fluoxetina (FXT = 10 mg/kg) e extrato
etanolico de Melissa officinalis (100 mg/kg = M100) em animais que receberam SAL ou metiimercurio (MeHg
- 100 mg/kg). *p<0.05 significa diferenca estatistica em relacdo aos controles tratados com SAL; #p<0.05
significa diferenca estatistica em relagdo aos animais expostos ao MeHg. A avaliagéo foi realizada no teste
do Nado Forgado por um periodo de 3 minutos. Cada barra representa a média + e.p.m de 10 animais por
grupo. (ANOVA, Teste de Newman Keuls).
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4.2.4 Teste da Esquiva Inibitoria

Na avaliacdo da MCD e MLD (Fig. 17), a CAF mostrou um nitido efeito
mnemonico quando comparado aos controles intragrupos e intergrupos (p<0,05).
O extrato de Melissa officinalis per se também melhorou a MLD (p<0,05), mas nao
interferiu na MCD. Nenhuma alteracao foi observada quando esse extrato foi
administrado nos animais expostos ao MeHg (p>0,05) .
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Figura 17 - Efeitos da administragao oral subcronica de salina (SAL), cafeina (CAF = 10 mg/kg) e extrato
etanolico de Melissa officinalis (100 mg/kg = M100) em animais que receberam SAL ou metiimercurio (MeHg
- 100 mg/kg).. *p<0.05 significa diferenca estatistica em relagéo aos controles intragrupos tratados com salina
na MCD ou MLD; #p<0.05 significa diferenca estatistica em relagdo aos respectivos animais controles na
etapa de treino. A avaliacdo foi realizada no teste da Esquiva Inibitéria por um periodo de 3 minutos. Cada
barra representa a média + e.p.m de 10 animais por grupo (ANOVA, teste de Newman Keuls).




5. DISCUSSAO
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O extrato etandlico de M. officinalis foi eficaz em reduzir os niveis de
ansiedade, depressdo e déficits cognitivos produzidos pela sepse induzida
experimentalmente em ratos e diante da neurotoxicidade induzida pelo MeHg.
Esses resultados parecem ser independentes de efeito sedativo, tendo em vista
que nao houve qualquer interferéncia na locomocdo dos animais quando
avaliados no teste do campo aberto e também na frequéncia nos bracos fechados
do LCE. Na maioria das vezes, o extrato mostrou efeito similar aos controles
positivos DZP (para ansiedade), FXT (para depressao) e CAF (para memoria).

Fazendo uma analogia com o quadro de sepse que ocorre em humanos,
nossos resultados mostraram que os ratos que sobreviveram a sepse
manifestaram um comportamento sugestivo de ansiedade que foi observado pela
reducao no %EBA e no %TBA do LCE, caracterizando uma resposta ansiogénica.
Quanto aos aspectos relacionados a depressao, 0s mesmos animais aumentaram
o tempo de imobilidade no teste do nado for¢cado, o qual foi reduzido pela FXT.
Resultados similares foram observados no grupo de animais tratados com MeHg.

O extrato de M. officinalis manteve uma resposta similar aos animais controles.

A M. officinalis € conhecida por suas leves propriedades sedativas, ainda
que administrada em uma unica dose (SOULIMANI et al., 1991; WAKE et al.,
2000). Entretanto, esses efeitos ndo foram observados em nossos animais, visto
que nao houve alteracdo locomotora na avaliacdo do teste do campo aberto e
LCE. Cabe enfatizar que a dose usada na presente pesquisa & fruto de uma
analise onde foi avaliada uma dose resposta do mesmo extrato de Melissa. Nesta
dose, portanto, os animais ndo ficavam sedados (TAIWO et al., 2012).

Dessa forma, nossos achados corroboram com aqueles observados por
outros pesquisadores (KENNEDY et al., 2006; TAIWO et al., 2012). Além disso,
observa-se que os dados apresentados reforcam o fato de que roedores
normalmente exibem preferéncia pelos bracos fechados e evitam os bragos
abertos do LCE (TREIT et al., 1993; TREIT e FUNDYTUS,1998). Drogas
ansioliticas, como o DZP, modulam comportamentos de roedores no LCE,
causando um aumento no %EBA e %TBA. Em decorréncia disso, essas medidas
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podem servir como indicador de atividade ansiolitica (ANSELONI e BRANDAO,
1997).

Além disso, os nossos resultados também reforcam os dados prévios
obtidos por nosso grupo de pesquisa mostrando resposta ansiogénica e
depressiva em ratos sobreviventes a sepse tratado com antibidtico. Leite et al.
(2013) observaram que a administracao subcrbnica de nicotina ndo alterou a taxa
de sobrevivéncia de ratos submetidos aos procedimentos cirargicos de CLPC,
além de sugerir novas evidéncias cientificas da propriedade da nicotina na
melhora dos prejuizos cognitivos de longa duracdo e resposta sugestiva de
ansiedade. Tuon et al. (2007), por sua vez, demonstraram nos mesmos protocolos
um aumento significativo no tempo comparado aos ratos controles OF. A
imipramina, um dos farmacos antidepressivos mais consumidos pela populacao
humana, foi capaz de reduzir os parametros avaliados sem qualquer alteracdo na
locomogdo. Em nossos experimentos a FXT, um inibidor seletivo de recaptagéo

de serotonina, mostrou efeito similar aos observados com a imipramina.

A gravidade dessas doencas comportamentais parece se agravar na
presenca de comorbidade, que podem levar a necessidade de intervencbes na
saude mental, isto porque a ansiedade pode representar um fator de risco causal
para desenvolver a depressdo (FLANNERY-SCHROEDER, 2006). O
aparecimento de transtornos de ansiedade geralmente ocorre na infancia ou
adolescéncia, enquanto os depressivos tendem a ter seu inicio na adolescéncia,
se agravando na fase adulta (ROZA et al., 2003; SCHATZBERG et al., 1998).

Acerca dos aspectos cognitivos, 0s animais que sobreviveram a sepse
apresentaram um prejuizo na meméria, que foi caracterizado pela diminuicdo no
tempo de permanéncia na plataforma da esquiva inibitéria. A administragcdao do
extrato de M. officinalis aumentou o tempo de permanéncia na plataforma,

comportamento caracteristico de retencdo de meméria.

Atualmente, varios estudos tem mostrado a importancia de fitoterapia no
tratamento de disfungdes comportamentais e cognitivas em humanos (ADAMS et
al., 2007; AKHONDZADEH et al., 2003; GIORGETTI et al., 2007; KENNEDY et al.,
2002), ainda que haja restricdo de informagdes sobre as possiveis propriedades
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farmacodindmicas envolvidas com os seus efeitos farmacoldgicos. No caso da M.
officinalis ha fortes evidéncias de que suas propriedades terapéuticas devem-se
aos seus componentes ativos que tém sido identificados como os aldeidos
monoterpendides, glicosideos monoterpenos, flavondides e constituintes
polifendlicos (CARNAT et al., 1998; GUGINSKI et al., 2009).

Na sepse induzida experimentalmente, € importante se avaliar mediadores
inflamatérios para que, dessa forma, uma melhor caracterizacdo dos resultados
comportamentais possa ser considerada. No que se refere ao MeHg, um
paradigma importante € dosar 0s seus niveis no sangue e no cérebro durante o
acompanhamento do protocolo da exposicdao, bem como na medida em que
esses niveis sdo fisiologicamente relevantes na exposicao humana descritas na
literatura. A concentracdo de mercurio no sangue e cérebro pode ser usada como
biomarcador de sua exposicdo e permite uma comparacao dos efeitos adversos
em espécies diferentes (ROONEY, 2014). Em nossos experimentos ndo foram

realizadas essas observacgoes.

Ha uma diversidade de fatores que pode vincular a acdo dos
neuropeptideos na fisiopatologia do choque séptico, incluindo a geracéo local de
mediadores pré-inflamatérios, microcirculacdo prejudicada, desequilibrio de
neurotransmissores e impacto sobre a falha no érgao periférico. Alteragdes no
fluxo sanguineo cerebral, liberacdo de moléculas inflamatérias e alteracoes
metabdlicas contribuem para a disfuncdo neuronal e morte celular (PINHEIRO et
al., 2013; SEMMLER et al., 2008). Esses neuropeptideos, entretanto, também
nao foram pautas de nossos estudos.

Diante do exposto, observa-se um progresso consideravel nas descobertas
cientificas envolvendo alguns fitoterapicos que podem auxiliar no melhoramento
dos processos cognitivos e comportamentais em paciente com diferentes
prejuizos neurologicos. A natureza dispde de fontes naturais para varios tipos de
tratamento, oferecendo produtos com efeitos antimicrobianos para tratar infeccoes
causadas por bactérias, virus e fungos, enquanto que oferece suporte terapéutico
para multiplos érgédos e sistemas fisioldgicos, assim como biofarmacos com agéao

ansiolitica, antidepressiva e na melhora mneménica. Embora haja uma variedade
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de drogas para tratar as infecgcdes microbianas é importante considerar a
frequéncia e gravidade dos efeitos adversos.

Entretanto, mesmo diante de opcdes diversificadas de antimicrobianos,
considerando suas toxicidades e grande incidéncia de resisténcia bacteriana, se
faz necesséria a descoberta de novas alternativas em busca de novos farmacos
com menos toxicidade, com baixos custos e acessiveis a toda populagdo. Os
componentes ativos de extrato de M. officinalis, por exemplo, podem constituir
possiveis investimentos feitos pelas companhias farmacéuticas para tratar as
complicacdes clinicas decorrentes de disfungées neuroldgicas, ficando aqui o

nosso interesse nessas investigacées de uma forma mais aprofundada.



6. CONCLUSOES
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Nos animais que sobreviveram a sepse induzida experimentalmente ou

administrados com MeHg, o extrato de M. officinalis foi eficaz na reducao dos

niveis de ansiedade, depressao e déficits cognitivos, sem qualquer interferéncia

nas atividades locomotoras dos animais. Tais observacdes foram consideradas,

baseando-se nas seguintes observacoes:

Sepse induzida experimentalmente ou administracao com MeHg:

1.

Os animais que sobreviveram a sepse tratados com antibiéticos ou quando
administrados com MeHg apresentaram diminui¢cdo nas %EBA e/ou %TBA do
LCE. Essa resposta ansiogénica ocorreu sem afetar a locomocgao, visto que a
EBF no LCE nao foram afetadas.

Os mesmos animais apresentaram comportamento sugestivo de depressao,
quando avaliados no teste do Nado forcado, que foi caracterizado por um
aumento no tempo de imobilidade.

A sepse induzida experimentalmente nos animais tratados com antibibticos
apresentou déficits cognitivos no teste da Esquiva inibitéria do tipo step down,
0 que pode ser observados pela reducao no tempo de laténcia na plataforma
do aparato. Respostas similares foram observadas mediante a administracao
com MeHg.

Aplicabilidade do extrato de M. officinalis

. O extrato de M. officinalis impediu a resposta ansiogénica decorrente da sepse

induzida experimentalmente e da administracdo com MeHg, quando elevou os
%EBA e %TBA do LCE, mantendo uma resposta similar aos animais

controles, sem alterar a locomocao e as EBF do LCE

O efeito sugestivo de depressdo em ratos sobreviventes a sepse e tratados
com antibiéticos ou naqueles administrados com o MeHg, caracterizado pelo
aumento no tempo de imobilidade, foi bloqueado pelo extrato de M. officinalis,

mantendo uma resposta similar aos animais controles.
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3. O extrato de M. officinalis favoreceu um aumento no tempo de permanéncia
dos animais na plataforma da esquiva inibitéria, principalmente no grupo da

sepse induzida experimentalmente.

Em um contexto geral, os achados deste estudo demonstraram que o
extrato de M. officinallis pode prevenir as alteracdes comportamentais e cognitivas
resultantes da sepse experimental e a exposi¢cdo ao MeHg, cabendo investigar os
possiveis mecanismos celulares e moleculares envolvidos com as respostas

dessa terapia natural.
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